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Aufbau und Funktion der Chrom osomenenden 

Deis genetische Material eukaryontischer Zellen ist auf linearen Chromosomen 
verteilt. Die Enden der Erbanlagen werden, abgeleitet von den griechischen Wortern 
telos (Ende) und meros (Teil, Segment), als Telomere bezeichnet. Die meisten 
Telomere bestehen aus Wiederholungen von kurzen Sequenzen, die iiberwiegend aus 
Thymin und Guanin aufgebaut sind (Zakian, 1995). Die Telomersequenzen 
verwandter Organismen sind oft ahnlich und sogar zwischen phyllogenetisch weiter 
entfernten Spezies konserviert. Bemerkenswert ist, daB in alien bislang untersuchten 
Wirbeltieren die Telomere aus der Sequenz TTAGGG aufgebaut werden (Meyne et 
al. 9 1989). 

Die Telomere iiben verschiedene wichtige Funktionen aus. Sie verhindern die Fusion 
von Chromosomen (McClintock, 1941) und damit die Entstehung von dizentrischen 
Erbanlagen. Solche Chromosomen mit zwei Centromeren konnen durch Verlust der 
Heterozygotie bzw. Verdopplung oder Verlust von Genen zur Entwicklung von 
Krebs fuhren. 

Desweiteren dienen Telomere dazu, intakte Erbanlagen von beschadigten zu unter- 
scheiden. So stellten Hefezellen ihre Zellteilung ein, wenn sie ein Chromosom ohne 
Telomer enthielten (Sandell und Zakian, 1993). 

Eine weitere wichtige Aufgabe erfiillen Telomere bei der DNA-Replikation 
eukaryontischer Zellen. Im Gegensatz zu den zirkularen Genomen von Prokaryonten 
konnen die linearen Chromosomen der Eukaryonten von dem DNA Polymerase- 
Komplex nicht vollstandig repliziert werden. Zur Initiation der DNA-Replikation 
sind RNA-Primer notwendig. Nach Abspaltung der RNA-Primer, Verlangerung der 
Okazaki-Fragmente und anschlieBender Ligation fehlt dem neu-synthetisierten DNA- 
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Strang das 5'-Ende, denn dort kann der RNA-Primer nicht durch DNA ersetzt 
werden. Ohne besondere Schutzmechanismen wiirden daher die Chromosomen mit 
jeder Zellteilung schrumpfen ("end-replication problem"; Harley et aL, 1990). Die 
nicht-kodierenden Telomersequenzen stellen vermutlich eine Pufferzone dar, urn 
5 dem Verlust von Genen vorzubeugen (Sandell und Zakian, 1993). 

Dariiberhinaus spielen Telomere auch eine wichtige Rolle bei der Regulation der zel- 
lularen Alterung (Olovnikov, 1973). Humane somatische Zellen zeigen in Kultur 
eine limitierte Replikationskapazitat; sie werden nach einer gewissen Zeit seneszent. 
10 In diesem Zustand teilen sich die Zellen selbst nach Stimulierung mit Wachstumsfak- 
toren nicht mehr, sterben aber nicht, sondern bleiben metabolisch aktiv (Goldstein, 
1990). Verschiedene Beobachtungen sprechen fur die Hypothese, dail eine Zelle an- 
hand der Lange ihrer Telomere bestimmt, wie oft sie sich noch teilen kann (Allsopp 
etal, 1992). 

15 

Zusammenfassend besitzen die Telomere somit zentrale Funktionen bei der Alterung 
von Zellen sowie der Stabilisierung des genetischen Materials und Verhinderung von 
Krebs. 

20 Das Enzym Telomerase synthetisier t die Telomere 

Wie oben beschrieben konnen Organismen mit linearen Chromosomen ohne einen 
speziellen Schutzmechanismus ihr Genom nur unvollstandig replizieren. Die meisten 
Eukaryonten verwenden zur Regeneration der Telomersequenzen ein spezielles En- 
25 zym, die Telomerase. In den bislang untersuchten Einzellern wird Telomerase konsti- 
tutiv expremiert. Dagegen wurde in Menschen die Telomerase-Aktivitat nur in Keim- 
zellen und Tumorzellen gemessen, wogegen benachbartes somatisches Gewebe keine 
Telomerase enthielt (Kim et aL, 1994). 



30 Telomerase in Ciliftten 
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Die Telomerase wurde, wie auch die Telomere, zuerst im Ciliaten Tetrahymena 
thermophila identifiziert. Die Telomerase-Aktivitat wurde durch Verlangerung des 
einzelstrangigen Oiigonukleotides d(TTGGGG)4 in Gegenwart von dTTP und dGTP 
nachgewiesen (Greider und Blackburn, 1985). Dabei wurde an den Primer wiederholt 
die Tetrahymena-Telomersequenz TTGGGG angehangt. Selbst wenn als Ausgangs- 
material ein Oligonukleotid mit der unregelmaBigen Telomersequenz von Saccha- 
romyces cerevisiae, T(G)i-3, angeboten wurde, verlangerte die Telomerase den Pri- 
mer mit der Telomersequenz von Tetrahymena (Greider und Blackburn, 1985). Aus 
diesen Ergebnissen wurde geschlossen, daB die Telomerase selbst die Vorlage fur die 
Sequenz der Telomere mit sich fiihrt. 

Nachdem zunachst die Existenz einer RNA-Komponente in der Telomerase nachge- 
wiesen werden konnte (Greider und Blackburn, 1987), wurde kurze Zeit spater das 
Gen fur die RNA-Untereinheit der Telomerase kloniert (Greider und Blackburn, 
1989). Diese RNA enthalt eine Region mit dem Komplement zur Telomersequenz 
von Tetrahymena (nachfolgend "Komplement-Region" genannt). Die Telomerase- 
Aktivitat war abhangig von der RNA-Komponente, was durch Verdau der RNA mit 
nachfolgendem Verlust der Aktivitat gezeigt werden konnte. Wurde die Telomerase- 
RNA in ihrer Komplement-Region mutiert, so wurden die entsprechenden 
Mutationen in vivo in die Telomere von Tetrahymena eingebaut (Yu et al., 1990). 
Die Telomerase gehort demnach zur Klasse der RNA-abhangigen DNA- 
Polymerasen. 

Die ersten Protein-Untereinheiten der Tetrahymena-Telomerase, p80 und p95, wur- 
den 1995 identifiziert (Collins et al. 9 1995). Die Beobachtung, dafi p95 das Enzym an 
der DNA verankert und p80 die RNA-Komponente bindet, fuhrte zu folgendem Mo- 
dell: Die Telomerase-RNA lagert sich mit ihrer Komplement-Region an den einzel- 
strangigen 3'-Uberhang an. Die Verlangerung des 3 ! -Uberhangs geschieht durch Ein- 
bau der entsprechenden Nukleotide in S'-S'-Richtung. Die de wovo-Synthese von 
Telomeren beinhaltet wahrscheinlich einen Elongations- und einen Translokations- 
schritt. 1st eine Telomersequenz synthetisiert worden, bewegt sich die Telomerase 
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vermutlich an der DNA entlang, bis sie wieder in einer Position ist, urn eine vollstan- 
dige Telomersequenz hinzuzufugen. Dieses Modell mufi nicht allgemeingiiltig sein, 
denn zwischen Telomerasen unterschiedlicher Spezies bestehen groBe Unterschiede 
in der Anzahl der Nukleotide, die das Enzym addiert bevor es vom Telomer 
dissoziiert (Prowse et al, 1993). 

DarUberhinaus warden kurzlich auch Telomerase-Untereinheiten anderer 
Organismen identifiziert. In dem Ciliaten Euplotes aediculatus warden zwei Protem- 
Untereinheiten, P 123 and P 43, gefunden, welche keine Homologie za den 
re/ra^e« fl -Telomerase-Proteinen zeigen. Die Telomerase-Untereinheit pl23 weist 
an ihrem N-Terminus eine basische Domane and am C-Terminas eine Domane fur 
eine Reverse Transkriptase (RT) aaf, was aaf eine katalytische Fonktion dieses 
Proteins hindeatet (Lingner et al, 1997). Dariiberhinaas warde eine signifikante 
Homologie von P 123 za dem von Landblad gefundenen Protein Est2 aas 
Saccharomyces cerevisiae beschrieben (Lingner et al, 1997). 

Wahrend fur P 80 und P 95 bisher keine essentielle Funktion fur die Telomeraseaktivi- 
tat nachgewiesen worde, konnte far die potentiellen katalytischen Untereinheiten der 
Telomerase P 123/est2p eindeutig eine Schlusselfanktion aufgezeigt werden: Eine 
Mutation des RT-Aktivitatzentrums von est2p fUhrte zu einer signifikanten 
Verkiirzung der Telomere in Hefezellen (Lingner et al., 1997). 

Tfflnmera^ r-K^rPP nnentpn a " s SSllperZCllCT 

Inzwischen warden die RNA-Komponenten der Telomerasen von verschiedenen Or- 
ganismen, unter anderem von Saccharomyces cerevisiae, Mausen und Menschen 
(Singer and Gottschling, 1994; Blasco et al, 1996; Feng et al, 1995), kloniert. Alle 
bislang bekannten Telomerase-RNAs enthalten eine Region, die komplementar zu 
der Telomersequenz des jeweiligen Organismus ist. Die Primarsequenz der humanen 
Telomerase-RNA (hTR) weist jedoch keine Ahnlichkeiten mit den RNA-Komponen- 
ten der Ciliaten oder Saccharomyces cerevisiae auf. Dagegen existieren konservierte 
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Bereiche zwischen der humanen und der murinen Telomerase-RNA (Feng et al, 
1 995). 

Vor kurzem wurde die Isolation eines humanen Telomerase-assoziertes Proteins 
(hTPl) beschrieben (Harrington et al, 1997). Das korrespondierende Gen wurde auf- 
grund seiner Homologie zu der Tetrahymena Telomerase Untereinheit p80 in einer 
nicht der Allgemeinheit zuganglichen EST Datenbank gefunden (Harrington et al, 
1997). hTPl ist aus 2627 Aminosauren zusammengesetzt und zeigt im N-Teminus 
drei Domanen, welche maximal zu 46% homolog zu p80 sind. Als weiteres Struktur- 
element konnten im C-terminalen Bereich 16 Wiederholungen aus den Aminosauren 
Tryptophan und Asparagin aufgezeigt werden, die vermutlich eine Protein-Protein 
Interaktion vermitteln. 

Aktivjenmp der Telomerase in menschhVhP n Tnmnr^n : 

Eine Aktivitat der Telomerase konnte in Menschen urspriinglich nur in Keimbahnzel- 
len, nicht aber in normalen somatischen Zellen (Hastie et al, 1990; Kim et al, 1994) 
nachgewiesen werden. Nach der Entwicklung eines sensitiveren Nachweisverfahrens 
(Kim et al, 1994) wurde auch in hematopoietischen Zellen eine geringe Telomerase- 
aktivitat detektiert (Broccoli et al., 1995; Counter et al, 1995; Hiyama et al., 1995). 
Allerdings wiesen diese Zellen trotzdem eine Reduktion der Telomere auf (Vaziri et 
al, 1994; Counter et al, 1995). Noch ist nicht geklart, ob die Menge an Enzym in 
diesen Zellen nicht ausreichend fur eine Kompensation des Telomerverlustes ist, oder 
ob die gemessene Telomerase-Aktivitat von einer Subpopulation, z.B. unvollstandig 
ausdifferenzierten CD34+38 + -Vorlauferzellen, herruhrt (Hiyama et al, 1995). Zur 
Klarung ware ein Nachweis der Telomerase-Aktivitat in einer einzelnen Zelle nStig. 

Interessanterweise wurde jedoch in einer grofien Zahl der bislang getesteten Tumor- 
geweben eine signifikante Telomerase-Aktivitat nachgewiesen (1734/2031, 85%; 
Shay, 1997), wahrend in normalem somatischen Gewebe keine Aktivitat gefunden 
wurde (1/196, <1%, Shay, 1997). Verschiedene Untersuchungen zeigten auBerdem, 
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daB in seneszenten Zellen, die mit viralen Oncoproteinen transformiert wurden, die 
Telomere weiterhin schrumpflen und Telomerase nur in der Subpopulation entdeckt 
werden konnte, die die Wachstumskrise iiberlebte (Counter et al, 1992). In diesen 
immortalisierten Zellen waren auch die Telomere stabil (Counter et al, 1992). Ahnli- 
che Befunde aus Untersuchungen an Mausen (Blasco et al, 1996) stiitzen die An- 
nahme, daB eine Reaktivierung der Telomerase ein spates Ereignis in der Tumorge- 



nese ist. 



Basierend auf diesen Ergebnissen wurde eine "Telomerase-Hypothese" entwickelt, 
die den Verlust von Telomersequenzen und Zellalterung mit der Aktivitat von 
Telomerase und der Entstehung von Krebs verbindet. In langlebigen Spezies wie 
dem Menschen kann das Schrumpfen der Telomere als ein Mechanismus zur 
Tumorsuppression angesehen werden. Ausdifferenzierte Zellen, die keine 
Telomerase enthalten, stellen bei einer bestimmten Lange der Telomere ihre 
Zellteilung ein. Mutiert eine solche Zelle, so kann aus ihr nur dann ein Tumor 
entstehen, wenn die Zelle ihre Telomere verlangern kann. Ansonsten wiirde die Zelle 
weiterhin Telomersequenzen verlieren, bis ihre Chromsomen instabil werden und sie 
schlieBlich zugrunde geht. Die Reaktivierung der Telomerase ist vermutlich der 
Hauptmechanismus von Tumorzellen zur Stabilisation ihrer Telomere. 

Aus diesen Beobachtungen und Uberlegungen ergibt sich, daB eine Inhibition der Te- 
lomerase eine Therapie von Tumoren erlauben sollte. Konventionelle Krebstherapien 
mit Zytostatika oder kurzwelligen Strahlen schadigen nicht nur die Tumorzellen, 
sondern alle sich teilenden Zellen des Korpers. Da aber auBer Tumorzellen nur 
Keimbahnzellen eine signifikante Telomerase-Aktivitat enthalten, wurden 
Telomerase-Inhibitoren spezifischer die Tumorzellen angreifen und somit weniger 
unerwiinschte Nebenwirkungen hervorrufen. In alien bislang getesteten 
Tumorgeweben wurde eine Telomerase-Aktivitat nachgewiesen, so daB diese 
Therapeutika gegen alle Krebsarten eingesetzt werden konnten. Die Wirkung von 
Telomerase-Inhibitoren wiirde dann eintreten, wenn die Telomere der Zellen sich 
soweit verkiirzt haben, daB das Genom instabil wird. Da Tumorzellen meist kurzere 
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Telomere aufweisen als normale somatische Zellen, wurden zuerst Krebszellen durch 
Telomerase-Inhibitoren eliminiert werden. Zellen mit langen Telomeren, wie die 
Keimzellen, wurden dagegen erst viel spater geschadigt werden. Telomerase- 
Inhibitoren stellen somit einen zukunftsweisenden Weg fur die Therapierung von 
5 Krebs dar. 

Eindeutige Antworten auf die Frage nach der Art und den Angriffspunkten physiolo- 
gischer Telomerase-Inhibitoren werden aber erst moglich sein, wenn auch die 
Proteinstrukturen des Enzyms mit ihren Funktionen identifiziert und die Erkenntnisse 
10 iiber verschiedene Telomer-bindende Proteine vertieft sind. 

Die Erfindung betrifft die katalytisch aktive humane Telomerase-Untereinheit 
(phTC) gegebenenfalls in aufgereinigter Form, aktive Teile des Proteins, 
Modulatoren, insbesondere Agonisten des Proteins, die Funktion des Proteins 
1 5 imitierende Substanzen sowie Kombinationen aus diesen Komponenten. 

Die Erfindung betrifft weiterhin: 

Die Sequenz, die fur das humane Protein phTC kodiert, im einzelnen: 

20 

die genomische Sequenz des hTC-Gens, 
die cDNA-Sequenz des hTC-Gens , 
die DNA-Sequenz von hTC-Varianten 

die Sequenz der mRNA, die vom hTC Gen transkribiert wird, 
25 - Teile aus den oben genannten Sequenzen, darunter die in der Abbil- 

dung 1 gezeigte DNA Sequenz von hTC. 

Die Sequenzen, die in anderen Saugern fur dem hTC homologe Proteine ko- 
dieren, im einzelnen: 

30 

die genomischen Sequenzen hTC-homologer Gene, 
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die cDNA-Sequenzen hTC-homologer Gene, 

die Sequenzen der mRNAs, die von hTC-homologen Genen transkri- 
biert werden, 

Teile aus den oben genannten Sequenzen. 

Sequenzen, die fur dem Protein phTC verwandte Proteine im Menschen und 
anderen Saugem kodieren, im einzelnen: 

die genomischen Sequenzen hTC-verwandter Gene in Mensch und an- 
deren Saugem, 

die cDNA-Sequenzen hTC-verwandter Gene in Mensch und anderen 
Saugem, 

die Sequenzen der mRNAs, die von hTC-verwandten Genen transkri- 
biert werden in Mensch und anderen Saugern, 
Teile aus den oben genannten Sequenzen. 

Das oben beschriebene phTC Protein, isoliert aus Saugerzellen. 

Das phTC Protein, markiert mit einem Nachweis-Reagenz, wobei das Nach- 
weis-Reagenz bevorzugt ein Enzym, ein radioaktiv markiertes Element oder 
eine fluoreszierende Chemikalie ist. 

Einen Antikorper, der gegen das phTC Protein gerichtet ist. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist dies ein polyklonaler AntikSr- 
per. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform ist dies ein 
monoklonaler Antikorper. 
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Solche Antikorper kQnnen beispielsweise produziert werden durch die Injek- 
tion eines substantiell immunkompetenten Wirts mit einer fur die Antikorper- 
Produktion effektiven Menge eines phTC Polypeptids oder eines Fragments 
davon und durch nachfolgende Gewinnung dieses Antikorpers. 

Weiterhin laBt sich in an sich bekannter Weise eine immortalisierte Zellinie 
erhalten, die monoklonale Antikorper produziert. 

Die Antik6rper konnen gegebenenfalls mit einem Nachweisreagenz markiert 
sein. 

Anstelle des vollstandigen Antikorpers konnen auch Fragmente eingesetzt 
werden, die die gewunschten spezifischen Bindungseigenschaften besitzen. 

Bevorzugte Beispiele fur ein solches Nachweis-Reagenz sind Enzyme, radio- 
aktiv markierte Elemente, fluoreszierende Chemikalien oder Biotin. 

Oligonukleotide in aufgereinigter Form mit einer Sequenz, die identisch oder 
exakt komplementar ist zu einer 10 bis 500 Nukleotide langen, 
zusammenhangenden Sequenz der oben beschriebenen genomischen DNA, 
cDNA oder mRNA. 

Ein solches Oligonukleotid kann insbesondere ein Oligodesoxyribonucleotid 
oder ein Oligoribonucleotid oder eine Peptidnukleotidsaure (PNA) sein 

Bevorzugt sind Oligonukleotide, welche die Aktivitat der Telomerase inhibie- 
ren, reprimieren oder blockieren, wenn sie an die hTC mRNA binden. 

Eine DNA Sequenz oder eine degenerierte Variation dieser Sequenz, die das 
Protein phTC oder ein Fragment dieses Proteins kodiert, gegebenenfalls ent- 
haltend die DNA Sequenz aus Abbildung 1, oder DNA Sequenz, die mit der 



-10- 



vorgehend aufgrfOhrfcn DNA Sequenz urter S^dard-Hybndi^bedta- 

gungen hybridisiert 

Bin rekombinantes DNA Molekiil, das eine DNA Sequenz oder eine degene- 
nerte Variation dieser Sequenz beinhaltet, die phTC oder ein Fragment von 
phTC kodiert, wobei letztere Sequenz bevorzugt die DNA Sequenz aus Abbu- 
dung 1 enthalt, oder das eine solche DNA Sequenz beinhaltet, die mit der vor- 
gehend aufgefuhrten DNA Sequenz unter Standard-Hybridisierungsbedingun- 

gen hybridisiert. 

Bevorzugt ist in dem oben genannten rekombinanten DNA Molekiil die be- 
schriebene DNA mit einer Expressions-Kontrollsequenz verbunden. 

Besonders bevorzugt als Expressions-Kontrollsequenz sind z.B. der fruhe 
oder spate Promotor des SV40- oder Adenovirus, das lac System, das trp Sy- 
stem das TAG System, das TRC System, die Haupt-Operator- und Promotor- 
regionen des Phagen X, die Kontrollregionen des fd Hullproteins, der Promo- 
tor der 3-Phospoglycerat Kinase, der Promotor der Sauren Phosphatase und 
der Promotor des a-Mating Faktors der Hefe. 

Einen einzelligen Wirt, der mit einem oben beschriebenen rekombinanten 
DNA Molektil transformiert wurde, das die DNA Sequenz oder erne 
degenerierte Variante dieser Sequenz enth.lt, die fur das phTC Protein oder 
einen Teil dieses Protein kodiert. In diesem rekombinanten DNA-Molekul ist 
die besagte DNA Sequenz mit einer Expressions-Kontrollsequenz verknupft. 

Bevorzugte Beispiele fur den einzelligen Wirt sind: E. call, Pseudomonas, 
Bacillus, Streptomyces, yeasts, CHO, RU, B-W, L-M, COS 1, COS 7 
BSC1, BSC40 und BMT10 Zellen, Pflanzenzellen, Insektenzellen und 
Saugerzellen in Zellkultur. 
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Einen rekombinanten Virus, der mit einem der vorstehend beschriebenen 
DNA Molekule oder einem Derivat oder Fragment dieses MolektUs 
transformiert wird. 



Eine Methode zur Inhibition der Telomeraseaktivitat in humanen Zellen, be- 
vorzugt neoplastische Zellen, bei der ein exogenes Polynukleotid in' die 
Zellen transferiert wird, das aus einer Transkriptionseinheit besteht. Diese 
Transkriptionseinheit beinhaltet eine Polynukleotidsequenz aus mindestens 
29 aufeinanderfolgenden Nukleotiden, die substantiell identisch oder 
substantiell komplementar zur hTC RNA Sequenz ist und die mit einer 
heterologen Transkriptions-regulatorischen Sequenz verknupft ist, die die 
Transkription des verknupften Polynukleotids in besagten Zellen steuert. 

Bevorzugt enthalt die oben genannte heterologe Transkriptions-regulatorische 
Sequenz einen Promotor, der in humanen Zellen konstitutiv aktiv ist. 

Alternativ kann die heterologe Transkriptions-regulatorische Sequenz einen 
Promotor enthalten, der in humanen Zellen durch Zugabe einer 
regulatorischen Substanz induziert oder reprimiert werden kann. Dazu zahlen 
beispielsweise induzierbare und reprimierbare Tetrazyklin-abhangige 
Promotoren, Heatshock-Promotoren, Metallionen-abhangige Promotoren. 

Das obengenannte exogene Polynukleotid kann beispielsweise ein virales Ge- 
nom mit einer Transkriptionseinheit aus der humanen hTC DNA- 

Komponente sein. 

Besonders bevorzugt produziert die besagte Transkriptionseinheit antisense 
RNA, die substantiell komplementar zur humanen hTC RNA-Komponente 
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Weiterhin tenders bevorzugt kann *• exogene Polynukfcotid die *_ 

aus Abb. 1 enthalten. 

Ein Poiynukleotid «r die Oentopie eine, menschiichea Krankhei,. Dieses 
5 " p.ynukieo.id besKh. aus einer Transkripnonseinhei., * «» 

« aus mindestens » aufeinanderfoigenden Nukieottden entk«l, d.e 
lluen identisch ode, substantial komplement* - ™ »* Se,ue ffi 

ist ^ die mi. einer heteroiogen T^ptions-.eguia.oHschen Seo.ue. ver- 

M p ft is,, die die Transition - verknOpnen "" » *— 

10 Zellen steuert. 

Eine Mefccde „ Detekuon Teiomerase-assonierier ZusSnde in einem Pati- 
enten, die folgende Schritte umfa&t: 

De.ek.ion d«s phTC Pterins in Ko^erflOssigkeuen oder dU- 
Probe^umeinendiagnostUchenWertzuerhalten; 
Vergleich des diagnostischen Werts mi. Standards fflr das phTC 
Protein in standardise normalen Zeiien ode, MrperMssigkeiten 
des gleichen Typs wie die Testprobe; 
c De.ek.ion diagnostischer Werte, die bto oder niedriger als Stan- 
' ^vergleichswerte liegen, indizieren einen Te.omerase-assozner.en 
Zustand, der wiederum einen pathogenen Zustand uidmeit. 

Bevorzug. wird diese Meunode eingesetz. zur De.ek.ion einer neop.as.is.hen 
Erkrankung eines Pa.ien.en. Die Me-hode umfaS, dann foigende Schnne: 



15 A. 



B. 



30 



A. 



B. 



D e,ek,ion des phTC Proteins in ze.luiaren Proben, um einen diagnosti- 
schen Wert zu erhalten; ' , 

Vergleich des diagnosuschen Weris mi. Standardwer.cn fur das phTC 
Protein in „ic„.-neop.as<ischen Zeiien des gleichen Typs wie die Test- 

probe; 
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C. Diagnostische Werte, die deutlich hoher als Standardvergleichswerte 
liegen, indizieren einen neoplastischen Zustand. 

Eine Methode zur Bestimmung der Gegenwart des phTC Proteins in einer 
5 Zelle oder zellularen Probe, die auf der Amplification eines hTC-Polynukleo- 

tids oder Hybridisierung eines hTC-Polynukleotids, Primers oder einer hTC 
komplementaren Sequenz mit einem hTC Polynukleotid beruhen. 

Ein Testkit zum Nachweis von phTC in zellularen Proben und Korperfliissig- 
10 keiten, wobei markierte, immunchemisch-reaktive Komponenten beispiels- 

weise sein konnen: polyklonale Antikorper gegen phTC, monoklonale Anti- 
korper gegen phTC, Fragmente dieser Antikorper oder einem Gemisch aus 
diesen Komponenten. 

1 5 - Eine Methode zur Verhinderung und/oder Behandlung zellularer (Zer-) Sto- 
ning und/oder Fehlfunktion und/oder anderer Krankheitsbilder im Menschen, 
die auf der Gabe einer therapeutisch effektiven Menge an katalytisch aktiver 
humaner Telomerase, ihrer funktionellen Aquivalente oder ihrer katalytisch 
aktiven Fragmente beruht. Ebenfalls denkbar ist der Einsatz einer Substanz, 

20 die die Produktion und/oder Aktivitat von phTC fordert; eine Substanz, die 

die Aktivitat von phTC imitieren kann; einer Substanz, die die Produktion 
und/oder Aktivitat von phTC inhibieren kann oder eines Gemisches dieser 
Substanzen. Weiterhin kann ein spezifischer Bindungspartner eingesetzt 
werden. 



25 



Bevorzugt wird die Methode eingesetzt zur Verhinderung oder Behandlung 
der Alterung oder von Krebserkrankungen. 



30 



Eine antisense-Nukleinsaure gegen die hTC mRNA, die eine 
Nukleotidsequenz enthalt, die mit besagter mRNA hybridisiert, wobei die 
antisense-Nukleinsaure eine RNA oder eine DNA ist. 
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20 



25 



30 



gen mRNAs. 

Ein re kombinantes DNA MolekUl mit einer DNA Sequenz, von der bei der 
Option eine anUsense-Ribon^e g e g en die hTC n^A produ- 
" Diese bes agt e antisense-Ribon^e enthalt eine Nuklemsa.- 
resequenz, die mit der besagten hTC mRN A hybridisieren k ann. 



Ein solches DNA-Molekul kann zur Herstellung emer 



Zellinie mit reduzierter 

nhTC eingesetzt werden, indem man eine phTC- 
Expression von phTC einges ten DNA Molekiil transfiziert. 

produzierende Zellinie mit diesem rekombmanten DNA Mole 

. Ein Ribozym, das die hTC mRNA spaltet. 

15 , T«nRihozvm oder ein Hammerhead-Typ 

Bevorzugt ist dies ein Tetrahymena-lyv ^ozym 

Ribozym. 

Ein reko — DNA Mo,** - — 
,io„ z-r Ptoduklion eto Ziehen Ribozyms fitot. 

DiesK —ante DNA-Molekiil tab. - *" 

prodnzierende Zellinie ru ttansfizieren. 

Jd-, * -* - * ^ ^ " 

zu dieser Sequenz komplementar sind. 

♦ i w die eine Polynukleotid-Hybridisierungssonde fur das 
Eine Zusammenstellun^d. erne Po y ^ ^ 

humane hTC Gen enthalt, wobex die Sonde bevorzug 
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aufeinanderfolgende Nukleotide enthalt, die mit der Sequenz des humanen 
hTC Gens korrespondieren oder zu dieser komplementar sind. 

Tiermodelle, mit denen die Telomerase/Telomer-Regulation in vivo 
5 untersucht werden kann. So konnen z.B. mit Knockout- oder transgenen 

Tieren Tumorentstehung und Alterung direkt untersucht werden. 

Funktionelle Aquivalente sind im Fall von Proteinen oder Peptiden solche 
Verbindungen, die sich zwar hinsichtlich der Aminosauresequenz unterscheiden 
10 konnen, aber im wesentlichen dieselben Funktionen haben. 

Bekannte Beispiele hierfur sind Isoenzyme bzw. sogenannte Mikroheterogenitaten 
bei Proteinen. 

15 Im Fall der Oligo- oder Polynucleinsauren sollten unter funktionellen Aquivalenten 
solche Verbindungen verstanden werden, die sich in der Nucleotid-Sequenz unter- 
scheiden, aber fur das selbe Protein codieren. Dies ist z.B. auf den degenerierten 
genetischen Code zuruckzufiihren. 

20 Erlauterung der Abbildungen: 

Fig. 1 cDNA Sequenz der humanen katalytischen Telomerase-Untereinheit (hTC). 

Fig. 2: Abgeleitete Aminosauresequenz von der in Fig.l dargestellten hTC DNA 
25 Sequenz. 

Die in Fig. 1 dargestellte DNA Sequenz laBt sich von Position 64 bis Position 
3461 vollstandig in eine Aminosauresequenz translatieren. Die 
Aminosaurereste sind entsprechend ihrem Einbuchstabencode dargestellt. 



30 



Fig. 3: Ethidiumbromid-gefarbtes Agarosegel mit unterschiedlich vorbehandelter 
DNA von AA281296. 
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Die Abbildung * * Ethidiurnbronud-gefarbtes 0,S%iges Aga^egeUn 
^ tin 1 - • - «*— 
* £1*12* DNA in PT7T3D - d=n RestrMon^en 

- s - 4 ^^:rj~: P r D :.n 

w An°r 3 Minuten 72°C) mit aer ni^ *< 

m H 5 OAOTOTOTACOTCOTCOAOCTOCTCAOOTC „ - 4 

LT« (S- GCTCGTAGTTGAGCACGCTGAACAGTG^)^ und 7 P 
GCCAAGTTCCTGCACTGGCTGATGAG 3') [Spur 5] apphaert. 

Fi , 4: Au^t, aus ^ P.—-* - Telomerase- 
Untereinheitenvon£uf)/<"«Pl"(pl")un 

«™le Gap Penalty und Gap Length Penalty) fur d=n m 
Die Bedingungen (Ktuple, Gap renai j 

di e S er Abbildung daymen Lipman-Pearson Protentverglerch nut 

— — to8 t; dHH 

„,„ von "» d to iden,iMer,e ° EST *' T 

Einl «haabencode hervorgehohen. Nictt identic, ,ber » der Fu*°n 
«. oder vergleichbare Aminos^ sind durcn ein = getenn^hnet. 

Fig , retain aus einem Proteinseouen.ergleich det l-ytischen Teiomerase- 
Untereinheiten von P» und Hefe (est2p). 

i r*„ Penalty und Gap Ungth Penalty) fur den m 
Die Bedingungen (Ktuple, Gap Penalty una r 

oieser Abbildung dargestellten Lipntan-Pearson Prote.vergle.ch m,t der 

TZZ -J-— (Dnastar, ,ne, sind aufgelistet. Die 

II « enlprechend Arem Einbuchstabencode — °" — 
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P.23 v„„ Eupl o,e s und est2p von „ rfe identjschen 

and ebenfaiis durch den entsprechenden Bucnstaben aus dem 

code hervorgehoben. Nich, identic, aber in der Function aMche Oder 

vergletchbare Aminosauren and dureh ein : gekennzeichnet 

Fig. «: Ausschnir, aus eilMnl P,,,^^,^ ^ Tdomerase _ 
Untereinheiten von Hefe (est2p) u„ d Mensch 

Die Bedingungen (K^pie, Gap Penalty u„ d Gap Length Penahv) fl* de „ m 
d.eser Abbiiduog dargesteilten Lipman-Pearson Proteinvergleich mi, der 
Lasergene Programmsofhvare (Dnastor, Inc.) sind aufgelistet. Die Aminosau- 
reresK sind emsprechend ihrem Einbue^bencode datge^lt. Die Ziehen 
esCp von Hefe und dem identify EST,, identischen Aminosauren sind 
ebenfalls durch den emsprechenden Buchstaben aus dem Einbuchstabencode 

hervorgehoben. Nicht identische ah™ i„ j. c , • 

at>er m Funktion ahnliche Oder 
vergleichbare Aminosauren sind durch ein : gekennzeichnet. 

Fig. 7: Ausschnir, aus einem Proteinseouenzvergieich der kataiytischen Teiomerase- 
Unteremheiten von Eu P ,o,es p.23 (p, J3), Hefe (esSp) und Mensch (phTC) 
Der ■„ der Fig. 5 dargesteUte Vergleich zwischen Euptous p 12 3 (p,23) Hefe 
esSp, und Mensch (phTC) mi, dem Custa. Method Subprog^nm 

der usergene Progrcmmsoftware (Dnastor, ,„ c . , mKr San . 
^dtbedrngungen durchgefUh* Die AminosSurereste sind entsprechend 
■hrem Etnbuchstabencode dargesteUt. Die z^schen es,2p von Hefe, p!23 von 

- ^ identifizierfcn EST., identischen Aminosauren 
«- ebenfaUs durch den entsprechenden Buchsuben aus dem 
Eutbuchstabencode hervorgehoben. ZusStzHch sind die Bereiche die 
-ischen aiien drei Proteinen identisch sind, durch einen heiigrauen Baiken 
oberhalb der Proteinsequenz gekennzeichnet. 



Fig. 8: Generierte DNA Sequenz aus Beispiel 6 (RACE Runde 1). 
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Fig. * Gorier* DNA Seouenz a- Beispie. 6 (RACE Runde 2). 
Fig . , 0: GenerierK DNA Se,»enz - Beispiel 6 (RACE Runde 3). 
Fig. 1 1 : GenerterK DNA Sequenz aus Beispiel 8 (RACE Runde 3). 

Fil 12 - tWcb. » Kionierung to hTC cDNA. Die PosUionen *• 

Fig. 12. Uneven. getemz eichne.. Die schwarzen 

Start- und Stopcodons sind mtt Pteilen gesen. 

B^iche der RecK^e symbolisieren * 
^Lb^ne, — die hellgrauen Bereiche — ' — « 
cD NA Regionen symboiisieren bzw. ft I—*— — " D ' e 

Sir das Telomerase-spezifische Motiv (T), oder rur 

Transkriptase Motive (Nummer 1-7). 

* ,r. ™ narstellung der vollstandigen hTC cDMA 
nie DNA-Fragmente, die zur Darsteuung u 

ihK r HeL, ge— . Aiie Rec^e sind in ihrer 
gander angeordnet Die Herta* des DNA-Fragments, ftr das das 
ZZ* aJ.29. s.eht, is, in Beispie! 2 beschreiben. Die Native Pos.„o„ 
1 , 82 bp De,e,ion in diesem Fragment (vergleiehe Beispie, 2) is, dure, en* 
U*. im Rech.ec, gei— .e, . Die He*unft der DNA-Fragmen* ^ 
die d ie Reenter RACE,, RACE2 und RACE3 sKhen, sind m Be.sp, « 
be,hreibe, Die Herkunft des DNA. F ra g men«s, fflr das das RechKck OF- 
Fragment «* is, in Beispie, 7 bescbreiben. Die HerKunr, des DNA, 
Fra^nems, «r das das R=ch,ec k Lambda,2 «* is, m Be.sp.ei 9 
L Liben. Der 3- Teil in dem DNA-Pragmen, Lambda ,2 *, ft « 
ni eb, mi. bTC in Verbindung sKhende cDNA codier. (verg,e,cbe Be,p e, 9, 
* i„ dieser Abbildung nicb, largest. Die vollsGndrge hTC-cDNA 
Sequenz wurde nn.er Ve— der in dieser Abbildung darges.ell.en 
Z-Eragmen* Lambda ,2 und OP an den 5 «nd 3 Snellen 
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zusammengefugt (vergleiche Beispiel 7) Diese Splicestellen wurden in 
diversen Fragmenten identifiziert (RACE 1, RACE 3, Lambda 12 und C5F). 



Fig. 13: Detailausschnitte aus einem Proteinsequenzvergleich der katalytischen 
Telomerase-Untereinheiten von Euplotes und Mensch (hTC). 
Die Abbildung zeigt Ausschnitte aus einem Proteinsequenzvergleich 
zwischen den katalytischen Telomerase-Untereinheiten von Euplotes und 

10 Mensch (hTC). In den umrandeten Boxen sind die Motive fur die Reverse 

Transkriptase hervorgehoben. Die Ziffem unter den Umrandungen beziehen 
sich auf die jeweilige Aminosaureposition in der Fig. 2. Die Aminosaurereste 
sind entsprechend ihrem Einbuchstabencode dargestellt. Identische 
Aminosauren sind fett gedruckt. In der Konsensussequenz fur das Reverse 

1 5 Transkriptase (RT consensus)-Motiv steht h fur eine hydrophobe Aminosaure 

und p bezeichnet eine polare Aminosaure Sind diese Gruppen von 
Aminosauren in der Aminosauresequenz von Euplotes und hTC erhalten, sind 
p bzw. h fettgedruckt. Sehr hoch konservierte Aminosauren sind grau 
unterlegt. In RT3 ist die umrandete Box erweitert, urn zusatzliche homologe 

20 Aminosauren zu erfassen. Das Telomerase-spezifische Motiv ist in Beispiel 9 

beschrieben. 

Fig. 14: Generierte DNA-Sequenz aus Beispiel 1 1 (3' Variante). Der nicht zu der in 
Fig. 1 dargestellten DNA-Sequenz homologe Bereich ist fett hervorgehoben. 

25 

Fig. 15: hTC Expression in Krebszellinien und in normalem humanen Gewebe. Abb. 
A: Auf dem Northern-Blot wurden nach Angaben des Herstellers (Fa. 
Clontech) etwa 2 |ig poly A + RNA aus verschiedenen humanen Zellinien 
30 immobilisiert. Im einzelnen stammte die RNA aus einem Melanom (G361), 

einem Lungenkarzinom (A549), aus einem Adenokarzinom des Kolons 
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(SW480) aus einem Burkitt Lymphom Raji, aus einer Leukamie Zelhrue 
(MOLT-4) aus einer chronischen Leukamie Zellinie (K-562), aus einem 

n ffleLa) und aus der Leukamie Zellinie HL60. Die 

Cervixtumor (HeLa; unu au 

geken*zeiehne,en 4,4 kb, 6 kb und 9,5 kb Transkripte sind fur hTC 

(ve^leiobe Beispie. .0). Abb. B: Aut den, Normern-B.o, Wen „ach 
Angaben des Hers,«.lers (Fa. Clon«ech) « 2 M poly A BNA aus 
verschiedenen humanen Geweben UnmobUisier.. Im einzelnen wurde d* 
BKA aus Her,, Gehim, Plazen* Lunge, Leber, Ske.emnusku.atur, N.ere und 
Pankreas isoliert. Ein WA-GroBenstandard 1st dargestelt. 



16 . Westen.-B.ot Analyse der Kaninchenseren gegen Peptide aus der humanen 
Womerase-Auunosaure^uenz (Beispie. 12). Jewells 20 ,. der bak*ne.,«n 
Ly sa« aus Beispie, . 3 warden unter zohnfenahme der Antiseren aus Be.sp.el 
,2 in einem Westem-B.o. (Ausubel e, 1. .987) analysier, In den Spuren I 
2(mi , warden Lysafc aus Bakterien, die das pMALEST-Konstruk. 
be.nha.ten, aufgetragen. .n den Spuren 3, 4, 8 und 9 wurden Lysate aus 
Bataien, die das pMALA.-Konstrukt beinhalten, aufgetragen. In den 
Spuren ,, 3, 6 und 8 sind Lysate aus nich, mi. .PTO (.sopropyl-beta- 
toga.atopyranosid) induzierten Bakterien aufgetragen. In den Spuren 2, 4, 
7 und 9 sind Lysate aus mit IPTG induzierten Bakterien aufgetragen. In der 
Spur 5 wurde ein s^dardgrCBenmmariter (.0 kDa Pro.ein-Lei,er der F.rma 
Life Teehno.og.es, Ka, Nr. 10064-0.2) aufgetragen. Die 50 kDa- unc ,120 
kDa-Banden sind am Rande der Membranen gekennzeiehnet D,= PVDF- 
Membran in der Abb. A mi. den Spuren 1 bis 4 wurde mi, Preimmunseren 
geg e„ das Pep,id B (vergleiche Beispie. ,2, inkubiert Die PVDF-Membran 
i„ Abb B mit den Spuren 6 bis 9 wurde mi. Preimmunseren gegen das Pep..d 
C (vergleiche Beispiel .2) inkubier, Die PVDF-Membran in der Abb. B m.. 
den Spuren . bis 4 wurde ml, Immunseren gegen das Pep.id B (verg.e,ehe 
Beispie. .2) inkubier,. Die PVDF-Membmn in Abb. B mi, den Spuren 6 b.s 9 
^de mi, .mmunseren gegen das Pep.id C (verg.eiehe Beispie. .2) inkub.ert. 
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Fig. 17: Autoradiogramm von S-markiertem, in vitro translatiertem Protein. In der 
Spur 1 wurde das vollstandige in vitro translatierte hTC aufgetragen 
(vergleiche Beispiel 15). In der Spur 2 wurde eine C-terminal verkiirzte 
Version von phTC aufgetragen. Die Spur 3 zeigt eine vom Hersteller 
(vergleiche Beispiel 15) gelieferte Positivkontrolle fur die in vitro 
Translation. Zur Abschatzung der ProteingroBen ist auf der rechten Seite ein 
ProteingroBenstandard gekennzeichnet. 

Fig 18: Autoradiogramm von 32 P-markierten Produkten aus dem TRAP- Assay 
(vergleiche Beispiel 15). In den Spuren 1 und 2 wurde als Negativkontrolle 
ein TRAP-Assay Ansatz ohne Zugabe von Enzym oder, Protein aufgetragen. 
In den Spuren 3 und 4 wurde als Positivkontrolle ein TRAP-Assay-Ansatz 
mit partiell aufgereinigter humaner Telomerase aus HeLa-Zellen aufgetragen. 
In den Spuren 5 und 6 wurde ein TRAP-Assay-Ansatz mit in vitro 
translatiertem phTC unverdunnt aufgetragen. In den Spuren 7 und 8 wurde 
ein TRAP-Assay Ansatz mit in vitro translatiertem phTC in einer 1:4 
Verdiinnung aufgetragen. In den Spuren 9 und 10 wurde ein TRAP-Assay 
Ansatz mit in vitro translatiertem phTC in einer 1:16 Verdiinnung 
aufgetragen. In den Spuren 1 1 und 12 wurde als Negativkontrolle ein TRAP- 
Assay Ansatz mit in vitro translatierter Luziferase aufgetragen. 



Fig 19: Autoradiogramm von P-markierten Produkten aus dem direkten Telomerase 
Assay (vergleiche Beispiel 1 5). In der Spur 1 wurde ein radioaktiv markierter 
10 bp-Marker aufgetragen. In der Spur 2 wurde ein 5' radioaktiv markiertes 
Telomeroligonukleotid ([TTAGGG] 3 ) aufgetragen. Bei der Spur 3 handelt es 
sich urn eine leere Spur. In der Spur 4 wurde als Positivkontrolle partiell 
aufgereinigte humane Telomerase aus HeLa-Zellen im direkten Assay 
verwendet und das Syntheseprodukt aufgetragen. In der Spur 5 wurde das in 
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*. «ans.ade«e phTC aus Beispi*. 15 im **- Assay «rwend« vmd das 
Syntheseprodukt aufgetragen. 
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5 Es wird heute angenommen, dafi weniger als 5 % des humanen Genoms tatsachlich 
transkribiert und in Protein translatiert werden. Durch die gezielte Untersuchung die- 
ser kodierenden Genomanteile konnten bereits vor der kompletten Sequenzierung des 
Genoms wichtige Informationen iiber die 60 000 - 70 000 Gene in einer humanen 
Zelle gewonnen werden. Die Automatisierung der Hochdurchsatz-DNA-Sequenzier- 

10 technologie in den letzten 10 bis 15 Jahren ermoglichte es, viele cDNAs aus Plasmid- 
cDNA-Bibliotheken unterschiedlichsten Ursprungs zu sammeln und das jeweilige 5'- 
bzw. 3'-Ende zu sequenzieren. Diese typischerweise 300 bis 400 bp kurzen DNA- 
Sequenzen werden Expressed Sequence lags" oder kurz ESTs genannt und sind in 
verschiedenen spezialisierten Datenbanken zusammengefaBt. Der EST-Ansatz wurde 

15 zuerst von Okubo et al (1992) beschrieben und von Adams et al (1992) auf einen 
groBeren MaBstab iibertragen. Gegenwartig sind etwa 50 000 Gene aus humanen 
Zellen teilweise sequenziert und als EST-Eintragung dokumentiert. 

Durch den Vergleich mit DNA- und Aminosauresequenzen bekannter Gene konnen 
20 verwandte, aber bislang unbekannte Gene in diesen EST-Datenbanken identifiziert 
werden (Gerhold and Caskey, 1996). Ein Suchalgorithmus, der sich hierfur besonders 
bewahrt hat, ist das tBLASTn (Altschul et al, 1990). Dieser Algorithmus translatiert 
jede DNA-Sequenz in der EST-Datenbank in alle sechs moglichen Leserahmen und 
vergleicht diese Aminosauresequenzen mit der bekannten Proteinsequenz. 

25 

Mit der kiirzlich publizierten Proteinsequenz fur die katalytische Telomerase-Unter- 
einheit aus Euplotes aediculatus, pi 23 (Lingner et al, 1997), wurde die EST-Daten- 
bank am National Center for Biotechnology Information (NCBI) durchsucht. Als Re- 
sultat wurde ein humaner EST mit der Accession Nummer AA281296 identifiziert, 
30 der im Leserahmen +1 eine signifikante Homologie zu pl23 aufweist. Diese 
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15 



20 



A, m T eserahmen +1 wird im folgenden als EST +1 
Aminosauresequenz nut dem Leseratunen 

bezeichnet. 

• u „m und dem EST +l ist am auffalligsten in zwei 
Die Homologie zwtschen P 123 und dem k» + , 

Sequenzbereichen, die durch 30 Aminosauren getrennt smd. Der lan g e 
S^eich, d CT sicn bei P 123 von An— 438 bis 4M - - ™ 
identi scb » dem .orrespondierenden Bereich im EST + , Werden auch ahnnche 

, vWchtiat liegt die Obereinstimmung sogar bei 59%. Der zweUe 
Aminosauren berucksichtigt, liegx aic ..... „ nund 

„eis, el 44% ig e .de„« »> *- - 

EST,, auf. U~ MB**-. vo„ A-—— - 

ahnlichen Eigenschanen finde, si* eine Obemiramung von 6)%. 

Bin wichuge, F»« - B— 0-f — BLAST-Suche is, der We„ P 
P,obab«. P S*, - n* we.cne, Wa^heinii^ei, * 
Segment auch in eine, BLAST-Suche mi. eine, Zufailsseauenz gefcnden We 
I sicn nn^eHsen zwiscnen 0 (Res*, boon signi^O und ^ebn, 
obne Bedeu,ung, So vertief ,B. de, Ve^ieicb des A^en* - «* 
(esttp) mi, de, NCB.-EST-Da.enoank negaiv: De, gefcndene EST !»Ue 
Wahrschennichke,, von P=> (Tab. !). Dagegen weis, das humane T*«~ 
assCiCe P,o K in , (hTPl), das in eine, de, Aiigemeinhei, nich, rag*ng W- EST 
DaKnban* gefunden We »on - 1997), eine **— « ™ 
P=0.004 auf 



bekanntes Gen 

(Spezies) 

t2p (Saccharomyces \ 0.999 



identifiziertcs"STlJrsprung der cDINA m 

bliothek 



Ratten EST 



Niere 



es 

cerevisiae) 



p80 (Tetrahymena 
termophilia) 



0.004 



pi 23 (Euplotes ae- j3.5 x 10 



hTPl (Harrington | Krypten aes uanuepithds 
et al, 1997) 

AA281296 tKeimzentren der l onsillen 
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diculatus) 



Tab. 1 : Vergleich dreier tBlastn-Suchlaufe mit verschiedenen bekannten Genen. 

Der durch den Vergleich mit P 123 identifizierte humane EST AA281296 hat eine 
Wahrscheinlichkeit von P=3.5xl0"° 6 . 

Diese Daten legen nahe, dafl der identifizierte EST alter Wahrscheinlichkeit nach fdr 
em Fragment der katalytischen Untereinheit der humanen Telomerase kodiert Daher 
wird das korrespondierende Gen im folgenden mit hTC (human Ielomerase, 
catalytic) und das abgeleitete Protein mit phTC abgektirzt. 

Beispipl 7 

Der durch den Vergleich mit p!23 identifizierte EST wurde am 2. April 1997 in die 
EST-Datenbank eingespeist und ist in keiner Zeitschrift publiziert. Die cDNA- 
B^hothek, in welcher dieser EST-Klon vorliegt, wurde laut Angaben des National 
Center for Biotechnology Information wie folgt hergestellt: 

Nach Preparation der mRNA aus den Keimzentren der Tonsillen wurde eine cDNA- 
Synthese durchgefuhrt und die doppelstr^ngigen cDNA-Fragmente gerichtet Qber die 

Restnktionsenzymschnittstellen Not I und Eco RI in den Vektor pT7T3D-Pac klo- 

niert. 

Die Sequenzierung der in die EST-Datenbank eingespeisten 389 bp erfolgte Uber den 
-28ml3 rev2-Primer der Firma Amersham (DNA-Sequenz siehe Fig. IPosition 1685 

bis 2073). 

Umer Verwendung de, Lasergene P rogrammsoftware Inc ) ^ ^ 

DNA-Sequenz von EST AA2 81 296 emsprechend des humanen genetischen Codes 
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Die resultietende An—sen^ P« — " ^ 
542 bis 670 in Fig. 2. 

P-5T setzt sich aus 129 Aminosauren 
Die abgeleitete Proteinsequenz von EST +1 setzt 

, ♦ 97 huische 11 saure, 51 hydrophobe und 28 polare 
zusammen, darunter 27 basiscne, 

Aminosaurereste. 

m Beispiel 1 identifizierte EST < AA-28,296) «*. — e» 
Researcb Genetics, Inc. (Huntsville) in Fonn eines in £. — erten 
Plasmids erv/orben und experimentiell analysiert: 

Wic in detn EUudiutnbromid-gefarbten Aga,osegel de, Fig. 3 gezeigt, vnrd nach 

Res**— *. betgestellten »-* ™ - EST ^ 28 ' 2% ^ 7, 
2 2 k b grote Fragment aus dem Vektor P T7T3D fteigesetzt. Anhand emer parallel 

dutcbgeflnrten Polymerase,^ " - 

Prtaem »*de de, EST AA281296 aberorOn. : Die Unge der erwa«e<en PCR 

Produce lieg, bei 325 und 380 bp und M n», de, Unge de, expenntenteU 

- / i c„„r A ,ind 5 in Fie 3Y Damit konnte gezeigt 
gefundenen Fragmente iiberein (vergl. Spur 4 und 5 UgJJ 

o Genetics Int (Huntsville) zugesandte E.coh-KIon 

werden, daB der vom Research Genetics, mi. ^ 

den identifizierten EST als Plasmid beinhaltet. 

Nach DNA-PrSparation wurden die insgesan* 2176 bp des Inserts durch 
Doppelstrangsequenzierung identifier, Ein Sequenzvergleich des Klons AA^ 129 

a rsv Fragments fvergleiche Beispiel 7) ergab, daB eine 
mit der DNA-Sequenz des C5F-Fragments ^vergic v 

,S2 bp Deletion vorlieg, (Position 2352 bis 2533, Fig. 1) und sicb son* der rfto 
Leserahmen in diesem Bere,ch ver*biebt. Zusammenfassend setzt stcb d,e DNA- 
Seouenz von Klon AA281296 somi, aus den Sequenzinfonnanonen der F,g. 
(Position 1685 bis 235. und Position 2534 bis 4042) —en. 
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Im tBLASTn Vergleich werden nur die Bereiche mit den hochsten 
Ubereinstimmung zwischen pi 23 und EST +I identifiziert (Aminosauren 438-530, in 
pi 23), wogegen die dazwischenliegenden Aminosauren nicht beriicksichtigt werden. 
5 Um Aussagen iiber die Verwandtschaft der Proteinsequenzen liber einen groBeren 
Bereich (Aminosauren 437-554, in pi 23) zu treffen, wurde ein JLipman-Pearson 
Proteinvergleich" durchgefuhrt (siehe Fig. 4). Hierbei wurden 34% identische 
Aminosauren bzw. 59% Aminosauren, die entweder identisch oder biochemisch 
ahnlich sind, gefunden. Dieses Ergebnis zeigt, daB sich auch auBerhalb der mit dem 
10 tBLASTn gefundenen Homologiebereiche die Verwandtschaft zwischen diesen 
Proteinen fortsetzt. 

Wie kiirzlich berichtet (Lingner et ai, 1997), sind pi 23 aus Euplotes aediculatus und 
est2p aus Saccharomyces cerevisiae zueinander homolog. Um den Grad der Ver- 

15 wandtschaft zwischen pi 23 und est2p ins Verhaltnis zu der hier beschriebenen 
Homologie zwischen pi 23 und EST +l zu stellen, wurde die oben beschriebene 
Region von pi 23 (Aminosauren 437-554) mit Hilfe des Lipman-Pearson 
Proteinvergleichs unter Verwendung identischer Parameter auch mit est2p 
verglichen. Dabei zeigte sich, daB pi 23 und est2p in diesem ausgewahlten Bereich zu 

20 21% identisch sind bzw. 22% identische Aminosauren oder biochemisch ahnliche 
Aminosaurereste aufweisen (siehe Fig. 5). Demnach ist die Homologie zwischen 
EST +l und dem pl23 von Euplotes signifikant hoher als zwischen die pl23 und 
est2p. 

25 Beispiel 4 

Die Homologie von pl23 zu EST +1 und est2p legt die SchluBfolgerung nahe, daB 
alle 3 Proteine zur gleichen Proteinfamilie gehoren. Um diese Annahme zu 
bestatigen, wurde est2p unter den in Beispiel 3 erwahnten Bedingungen mit EST +1 
30 verglichen (siehe Fig. 6). Dabei zeigte sich, daB EST + j 20% Identitat zu est2p hat, 
also eine vergleichbare Homologie wie pi 23 zu est2p aufweist. Diese 
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verg leichs W eise geringe Ube—ung bestatigt auch den Befcnd, dd» in der 
tBLASTn-Suche m it est2p kein signify EST identify wurde ( S1 ehe Be^el 



!)• 



ispiel 5 



Um * die Pro.eWa.iUe der kaalyuschen Teiomerase-UnieKinheto a»s verscbe- 
denen Spezies wichiige, un,er Ums»den fcnkuoneUe Domarren, zu — ren 
eta Compuurverg.eich mi. p!23, esSp und pnTC du.hgeKhr. (s,ehe ** * 

Bei dieser Analyse «- — - B ^ * * ^ *" " 
errfhaUen S tad (siebe Fig. 7). Den, Bereicb, der bei p!23 den A_e» 
460 entsprich, (Fig. 13, T„— Mouv ) _ gegenwfcng toe endeuuge 
Fimk1 ion .geordne, »erde„. B- Monv-Suche mi. dem S^uence 
Analysis Package" von der „Ge„e«i=s Computer Group- (GCG) und erne Sue e 
J Pro,ein.Da,enbank (Swisspro., Ausgabe von, U.1WD ergaben toe 
signifikanten Erkenntnisse. 

• .„!,„, „,n esl2D und phTC homologer Bereich, der 
Dagegen weist ein zwerter, zwischen pl23, esup una p 

b ei P 123 den Ammosauren 512-526 emspricb,, ein Ko»sensus.Mo,,v ftr erne 
Reverse Transkriptase <RT) auf (Fig. 7 und . 3, Ungner e, * (1997) koruUen zelgen, 

da* p.23/esa P tasgesam. « <™°«« — " * ^ * ^d 

Funk.ion von pl23,es«2p essenueU sind. Wie in Fig. 7 und 13 dargesr* — de 
unrersuchren Seouenz von phTC auch zwei richer RT-Mouve konserv,er,. H,erbe 
baud* es sich um die RT-Motive, welehe bd p.23/esa P am wei.es.en N-temuna, 

lokalisiert sind (Lingner et al, 1997). 

Die Prta*se,uenze„ von Reversen Tran.krip.asen sind -* diverge,,: nu, wenige 
Aminosauren sind innerbaib eines separa.cn Mouvs vollstfndig konserver. (Pooh - 
a, ,989 und Xiong and Eickbush, .990). AuBerdem u».erscheidea s,ch Reven* 
Tra nskrip.asen, die von RCroviren oder Ung Terminal Repea. 0-TR 
Rerrorransposons kodier. werden, dureb verschie*„. Absque zwschen den 
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konservierten RT-Motiven von solchen Reversen Transkriptasen, die von Nicht-LTR 
Retxotransposons oder der Gruppe II Introns kodiert werden (Xiong and Eickbush, 
1990). Entsprechend des Aufbaus ihrer RT-Motive sind pi 23, est2p und phTC 
letzterer RT-Gruppe zuzuordnen. Interessanterweise entsprechen dabei die 
5 Konsensussequenzen der RT-Motive in phTC am genauesten dem postulierten RT- 
Konsensus-Motiv: Von acht Aminosaureresten innerhalb der zwei RT-Motive sind 
bei phTC 6, bei pi 23 und est2p hingegen nur 5 Aminosauren zu finden (Fig. 7 und 
13). Auffallig sind hierbei insbesondere die hydrophoben Aminosauren wie Leucin 
und Isoleucin sowie die Aminosauren Lysin und Arginin in bestimmten Positionen 
10 (Fig. 7 und 13). 

Zusammenfassend konnte hiermit auf deskriptiver Ebene gezeigt werden, daB der 
aufgrund seiner Homologie zu pi 23 identifizierte Klon AA281296 ein Fragment der 
katalytischen Untereinheit der humanen Telomerase darstellt. 

15 



Beispiel 6 



Zur Klonierung des S'-Endes der hTC-cDNA wurden zusatzlich zu dem in Beispiel 8 
20 aufgefuhrten Homologiescreening drei aufeinanderfolgende RACE (rapid 
amplification of cDNA ends)-Reaktionen durchgefiihrt. Als cDNA-Quelle wurde 
Marathon-Ready cDNA (Fa. Clontech) aus der humanen Leukamiezellinie K562 
bzw. aus humanem Testisgewebe eingesetzt. Nachfolgend ist die Durchfuhrung 
sowie das Ergebnis der einzelnen RACE-Runden beschrieben. 

25 Dariiberhinaus wurden die Sequenzinformationen der RACE-Runden genutzt, urn per 
PCR die Einzelfragmente als einen zusammenhangenden cDNA-KJon zu 
amplifizieren. 
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<nil , ^..-den 5 nl K562 Marathon-Ready cDNA (Fa. 
Tn pinem Endvolumen von 50 nl wuraen 0 jxi ^ 

In einem tnavoi dNTP-Mix versetzt und in 1 x Klen 

rinntech Katalognummer 7441-1) mit 1U pmoi qin ir 

Clontecn, Catalog Advan tage Klen Taq Polymerase Mix (Fa. 

Taq PCR-Reaktionspuffer und 1 x Ad g 1Q t des mterne n 

Clontech) eine 

8 ^"rr s 10 P-l - Marathon Adaptor 

ST Fa -. ™ 

Z PGR wurde in 4 Schritten durchgefuhrt. Nach einer einmmutigen 
zugefugt. Die PGR wur & 3Q be . 940C denatunert ^ 

Denatunerung bei 94 u wuruc uu* DNA-Kette 
ft . fiir A min bei 72°C die Primer angelagert und die una Ken 
anschlieBend fur 4 min bei // den aturiert 
verlangert. Es folgten 5 Zyklen, be, denen fur 30 sec die DNA 
wurde die anschlieBende Primerveriangerung aber fur 4 min 70 

, ^ „ no 7vklen durchgefuhrt, bei denen nach den 30 sec 
AbscMieBend «*. ^^"J „,„ * 4 - W 
DNA-Denatunerung die Primeraniagerimg u. 

68°C stattfand. 

, o ppr wurde das PCR-Produkt 1:50 verdunnt. FQnf ul dieser 

Im AnschluB an diese PCR wurde das rue ^ 

Verdiinnung wurden in einer zweiten jested PCR zusammen m ? 

I x Klen Taq PCR-Reaktionspuffer und 1 x Advantage Klen Taq Polymerase 

Mix m 1 x Klen Taq ^ ^ ted » Marath on Adaptor 

Mix sowie 10 pmol de^Pn^ Fa. Glontech) 

^ Di PGRWgln entsprachen den in der ersten PGR gewaMen 
emgesetzt. Die PLK eeaingui g r 

Parametem. Als einzige Ausnahme wurden im letzten PCR-Schntt sta 
nur 16 Zyklen gewahlt. 

xi t H RACE PCR wurde ein 1153 bp langes DNA-Fragment 
Ms Produkt dieser Vektor pCRl.l der Fa. InVitrogen 

erhalten. Dieses wurde in den TA-Cloning veKtor p 
kloniert und vollstandig doppelstrangig sequenziert (Fig. 8). 

A\ a ;« v\ a 1 dareestellte Nukleotidregion 
Die Nucleotide 974 bis 1 1 53 repr— *• - * * > ^ Nuk , eotidbereich , 
KW9 his 1808 der hTC-cDNA. Bei dem von bp 1-973 reicnenoen 
der keine Homologie zu de, in Fig. 1 hTC-cDNA-S.^ auSve s., 

IdeHs si* „ I—*— *■ ««>- <Da K » nich, 6 e* lgt >. ft. 3 - 
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Spiice-Konsensussequenz ist am Exon-Intron-Ubergang zu finden. Die Prasenz von 
Intronsequenzen konnte auf unvollstandig gesplicte mRNA als Ausgangssubstanz fur 
die cDNA-Synthese zuriickzufuhren sein. Auch genomische DNA-Kontaminationen 
in der cDNA konnten das Auffinden yon Intronsequenzen erklaren. 

5 

RACE-Runde 2: 



Basierend auf den Sequenzdaten der ersten RACE-Runde wurde eine zweite RACE 
mit dem genspezifischen Primer GSP5 aus der 5'-Region von RACE-Produkt 1 (5'- 
0 GGC AGTGACC AGGAGGCAACGAGAGG-3 ') sowie dem AP 1 -Primer 
durchgefuhrt. Als cDNA-Quelle wurde Marathon-Ready cDNA aus humanem Testis 
(Fa. Clontech; Katalognummer 7414-1) verwendet. Es wurden gleiche PCR- 
Bedingungen wie bei der 1 . PCR in RACE-Runde 1 gewahlt. Auch in RACE-Runde 
2 wurde an die 1. PCR eine 2. jested" PCR mit verdiinntem PCR-Produkt als 
15 cDNA-Quelle angeschlossen. Als jested" PCR-Primer wurden der genspezifische 
Primer GSP6 aus der 5' -Region von RACE-Produkt 1 (5'- 
GGCACACTCGGCAGGAAACGCACATGG-3') sowie der AP2-Primer genutzt. 
Die Bedingungen entsprachen den Parametem der Nested-PCR aus RACE-Runde 1 . 



20 Das 412 bp lange PCR-Produkt der Nested-PCR aus RACE-Runde 2 wurde in den 
TA-Cloning Vektor pCRII-Topo der Fa. Invitrogen kloniert und vollstandig 
sequenziert (Fig. 9). Der Sequenzabschnitt von bp 267 bis bp 412 ist komplett 
homolog zu dem 5'-Bereich des Produktes aus RACE 1. Die Region von bp 1 bis bp 
266 verlangert RACE-Produkt 1 am 5'-Ende. Bei diesem RACE-Produkt 2 handelt 

25 es sich wahrscheinlich komplett urn einen Intronbereich des hTC-Gens (Daten nicht 
gezeigt). 
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Eine drine RACE-Runde Mute » >den,if,aerung von vveuer .HO 
cDN A-Regio»en. Ausge^d voa den « » 

^ Marafcon-Ready cDNA aus numanem 1Mb (F* Con.ec , m e mer 
neuen RACE eingese*, Die RACE-Bedingungen gHchen £»J^ " 
CAPF 1 und 2 In der nachfolgenden jested RACE, me, entsprec 
^eld» R^eI Runde , und 2, mi, dem gensp*, fl scn=» 
"?T • r „ PACF. Produkt 2 (5'-CGTAAGTTTATGCAAACTGGACAGG-3 ) 
"J*r^ ^0,2 bp Unges Fragmen, (Pig. >0, ampler, und in 
£ PCM-TOPO kloniert Die nachfolgende Sprung 

Jd^-Region dieses RACE-Pragmen* (bp 117 ■ bp 10133 
ante, daB Keg ^ ^ 5> Reg _ on „„„ 

noch Intronseo.uenz des hTC Gens darae P ^ 

RACE-Produkt 2 ist del Bererch von bp 889-1012. Dagegems, 

P^en«s von bp ,-bp 816 idendschmi.de, in Fig. 1 i^^"-*^ 

bp ^629 der hTC-cDNA. Eine po«en.ielle S'-Splice-Konsensnssequenz .s. am Exon 

Intron-Ubergang zu finden. 



fteispiel 7 



Zur Klonierung eines zusarnmenhangenden Fragment aus den 
S^nfonnaiiLn von RACE 2 und dem ^ AA2.H96 
duLgefuhr, Als cDNA-Quelle wu.de Maramon-Ready cDNA aus humane* , Te* 
Pa. C,on,=ch; KaUlognunnner 7414-,, ve™e„de, D. PCR 
un,er RACE 1 (vergieiche Beispiel 6, beschrieben, alleys nu, den Pnrnen, C5F 
(5 -CGAGTGGACACGGTGATCTCTGCC-3') aus der 5' Reg.cn von RACE 2 und 

dem Primer C3B (5'- GCACACCTTTGGTCACTCCAAATTCC-3 aus der 3 
dem Pnmer C3B P tohgefohn . Nach 

Reg on vom Klon AA2812yt>. uie r^iv , • 

einl einminOugen Denarurierung bei 94°C wurde Obe, 36 ZyUen «*» « £ 
94°C denanuier, und anschlieBend fur 4 min bei 68»C die Pnmer angelager. und d,e 

DNA-Kette verlangert. 
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Als Produkt dieser PCR wurde ein 2486 bp langes DNA-Fragment, im folgenden als 
C5F-Fragment bezeichnet, erhalten. Dieses wurde in den TA-Cloning Vektor pCRII- 
TOPO der Fa. Invitrogen kloniert und vollstandig doppelstrangig sequenziert. Ein 
Sequenzvergleich von dem C5F-Fragment mit DNA-Sequenz vom Klon AA281296 
ergab, daB zwischen dem RT-Motiv 3 und RT-Motiv 4 eine 182 bp lange in frame 
Insertion vorliegt (Position 2352 bis 2533, Fig.l). Ein weiterer Vergleich der DNA 
vom C5F-Fragment mit den Sequenzen der drei RACE-Runden machte deutlich, daB 
am 3' Ende von C5F ein bereits in RACE 2 identifiziertes Intron vorliegt. Eine 3'- 
Splice-Konsensussequenz ist am Exon-Intron-Ubergang zu finden. 
Zusammenfassend setzt sich die DNA-Sequenz vom C5F-Fragment somit aus den 
Sequenzinformationen der Fig. 9 (Position 64 bis 278) und den Sequenzdaten der 
Fig. 1 (Position 1636 bis 3908) zusammen. 



Zur Klonierung des 5'-Endes der hTC-cDNA wurden zusatzlich zu dem in Beispiel 6 
aufgefuhrten RACE-Protokoll ein Homologiescreening (Ausubel et aL y 1987) 
durchgefuhrt. Als cDNA-Quelle wurde eine humane Erythroleukemia 5 '-Stretch Plus 
cDNA Bibliothek (Fa. Clontech, Kat. Nr. HL5016b) aus der humanen 
Leukamiezellinie K562 verwendet. Etwa 3xl0 6 Pfu dieser random und oligo dT 
geprimten Bibliothek wurden wie bei Ausubel et aL, (1987) ausplattiert und zum 
Screening eingesetzt. Als Probe wurde ein 719 bp langes (Position 1685 bis 2404, 
entsprechend der Fig. 1) radioaktiv markiertes hTC-DNA-Fragment benutzt. 

Von 20 putativ positiven X Klonen konnte nach einem Rescreening mit der gleichen 
hTC-Sonde der X Klon 12 als positiv verifiziert werden. Nach Plaqueaufreinigung 
und X DNA-Praparation (Ausubel et al. 9 1987) wurde das 4kb Insert in den Vektor 
pBluescript umkloniert und durchsequenziert (Fig. 11). 

Ein Vergleich der X Klon 12-Sequenz mit den Sequenzen der RACE-Klone und der 
DNA-Sequenz vom Klon AA281296 ergab, daB dieser im Homologie Screening 
identifizierte Klon fur einen 5 ' Teil der hTC-cDNA kodiert und ein putatives ATG- 
Startcodon in Position 63 entsprechend der Fig. 1 aufweist. 5 ' von diesem ATG liegt 
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, ■ T eserahmen vor. Weitere Sequenzanalysen machen 

f , r T^lTr vL P^Ton .656 * 2004 —Mich ein .ntron 
deuthch, daS de. 1 Klon 12 von , to H ypothese. Die 

end* Sen. „ >«.e 5 J von Position 2005 bis 

ffl, die hTC-cDNA kod,e.ende Sequ^z se«^ ^ ^ 

Position 2382 fort Die Sequenz von bioinfomat orische 

einen auffaltigen ^J^T^STJ L Lese.aHn.en tibe. etwa 
Analyse der entsprechenden DNA-Sequenz zeigw, 

ccTcict Hie in keinem Zusammenhang zur n 1 C-cdina 
4*0 bp identiseh zu fT* ™ * einen chimin Klon, de. sich 

s«ehen. Sonn.handel. es s,cb be ^ weiKKn aKuMa 
im wesentlichen aus dem 5 Ende der hie cuina 
unbekannter Funktion zusammensetzt. 

u TWstellune mit der relativen Orientierung der 

Eine zusammenfassende schemaUsche Darstellung m dargeste ii t Die 

RACE-Produkte und des Homologiescreenmgs * » F * W ' «^ 

« ,1 utp rHNA (Tie 1) wurde aus dem X Klon 12 position l i 

vollsSndige Mi k "^f^-Produk. C5F (Position .636 bis 3908 
bis 1655 entsprechend der Fig. 11), dem run rru \ m2 

entsprechend der Fig. 1) und dem EST AA281296 (Posu.cn 3909 b>s 
entsprechend der Fig. 1) zusammengesetzt. 



Durch einen V=.g.eich de. phTCPrc.e.nsequenz (F g. 2 «« 
Konsensussequenz von Reve. S en Tn.nskrip.asen (Poch e, at ., 1989 X.on g and 
£ZTlW wunien insgesam. sieben Motive m Reve.se Transknptasen ^ ~ 
uZ ZL* (Fi, U). diese. Motive ~ 

nich. nu. zwischen de. RT-Konsensussequenz und dem phTC, sonden. auch 

RT-Motiv 5 zwei Aspa.agins 5 uren (Position 868 und 869 n, F,g. 2) vol B 
, Yffi. m Das aus anderen Reverse Transkriptasen abgeleitete RT-Motiv 
ZT , ^' 89 X^g and Eickbush, ,990, wu.de nur in de. numanen 



13). 
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Auffallig sind weiterhin Strukturmerkmale, die sich nur in den Telomeraseproteinen, 
nicht jedoch in anderen Reverse Transkriptasen aufeeigen lassen. Das Telomerase 
Motiv (Position 553 und 565 in Fig. 2) ist eine fur diese Proteinfamilie spezifische 
Struktur, da es in keinem bisher bekannten Protein vorkommt. Ein weiteres nur in 
5 den katalytischen Telomeraseproteinen identifiziertes Merkmal ist der Abstand 
zwischen den RT-Motiven 3 und 4, der mit 107 Aminosauren deutlich groBer ist als 
in anderen RTs.. Diese Besonderheiten erlauben die SchluBfolgerung, daB die 
katalytischen Untereinheiten der Telomerasen aus verschiedenen Spezies 
wahrscheinlich eine eigene Untergruppe der RNA-abhangigen DNA-Polymerasen 
1 0 darstellt. 



Beispiel 10 



15 Die Expression der Telomerase RNA-Untereinheit (hTR) korreliert nicht mit der 
Telomeraseaktivitat, sondern wird ubiquitar beobachtet (Feng et al., 1995). Somit 
stellt sich die Frage, ob die Auspragung dier katalytischen Telomerase-Untereinheit 
mit der Telomeaseaktivitat einhergeht. 

Um das hTC-Expressionslevel zu analysieren, wurden Northern Blot-Experimente 
20 (Ausubel et al., 1987) durchgefiihrt. Die kommerziell erhaltlichen Northern Blots 
waren entweder mit einer Reihe von RNA-Praparationen aus normalem, humanem 
Gewebe (Fa. Clontech; Katalognummer 7760-1) oder mit RNA-Proben aus humanen 
Krebszellinien (Fa. Clontech; Katalognummer 7757-1) bestuckt. Als Probe wurde ein 
719 bp langes (Position 1685 bis 2404, entsprechend der Fig.l) radioaktiv markiertes 
25 hTC-DNA-Fragment benutzt. Die Inkubation der Membranen mit der Probe erfolgte 
nach Angaben des Herstellers (Fa. Clontech). 

In den acht getesteten humanen Zellinien (3 Leukamiezellinien, 3 Carcinomzellinien, 
ein Melanom und ein Lymphom) wurden zwei RNA-Haupttranskripte in der GroBe 
von etwa 9,5 kb und 4,4 kb und ein RNA-Nebentranskript von etwa 6 kb 
30 nachgewiesen, die mit der Probe kreuzhybridisieren (Fig. 15, Abb. A). Die hTC 
mRNA wurde im Vergleich am starksten in den Leukamie Zellinien K-562 und HL- 
60 exprimiert (Fig. 15, Abb. A). Im Gegensatz dazu war das hTC-Transkript in den 
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Niere und Pangeas) nicnt ^ * T— 

nicht iiberraschend, da m diesen ue 
nachgewiesen werden konnte (Kim et al, 1994). 

, f hin daB die lnduktion der hTC Expression fur die 



spielt. 
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.0 



K562 und aus humanem Testis some „ halMn , die in ihrer 

UddtatariU. HL60) -den stets mehre* W ^ 
Gr6 Be mi— vonen-de, » *" ^ _ dcn Primera C5A 
V erschiedene„ „TC-PCR-Pro**te„ a—. -de ™ ^ ^ 

reichendes Fragment derm Fig. 1 g K562 . Uuk5m iezellen (Fa. Clontech; 
Queue -de Marathon-Read, cDN a ^ ^ ^ ^ 

Kata.ogn.nmer 744,-., "^^^^.a^KXTiaWMl - 

HTRT3A (5 uuo _ R ! aus H L60-cDNA amplifiziert. 

1695 bis bp 3463 der hTC-cDNA in Hg. 

. „ j • „„„„ Hpt 3 PCR-Reaktionen beschrieben: 
Nachfolgend sind die Bedingungen der 3 FCK k. 

In der ersten PCR -den m einem Bndvo.nmen von . H «« 
lly cDNA mi. .0 pmo. dNTP-Mix versem und ,n 1 * Klen 
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Kettenverlangerung bei 68°C. Die emstandenen Pro T/w 
C.o„i„ g V etopCR1I . TO p 0derFa . h ^ M P o C «^ in den TA- 

In einer zweiten PCR warden 5 pj K562 Marathon-Readv cTOja 
Primer C5A und C3B, ,0 pmol dNTP-Mix Z u T ZZ" 
Oibco-BRX) verse. m d in einem Endvotae Tvl 50 Jle PC ST" ^ 

PCR-Puffer der Fa Pp r K n n j , M ^CR-Reaktion m lx 

zy»e„, w denen aufetamderfolgend ^ ^ * c ^~ * **■ 34 

wurde, anschlieBend fllr 1 min bei nt'r » • . C denatun « 

fur 3 min bei 72°C die DNA Ke« , ""—I*™,, erfolgte md danach 
<to 10 min bei 72°C rine^ m T " WUfde ' 11,1 letzten p CR-Schritt wurde 



Fur die dritte PCR wurde zunachst mit dem cDNA-SvntW „ „ 

cDNAmi.je 10 pmo, der Primer GSPivor LXtTa " f n "U0- 
gemisch. and nach Zusarz von 1 25 ul DMSO , I, """" " NTP - Mix 

und . x Advance Kien T^^^T^ ^r^^^T^ 
durchgefuta. Die PCR-ReaMon verlief in 3 ScnrSn nTT T PCR - ReaK,i °" 
3 min bei 9A°C wurde aber 37 Zviden die ™ A J De " aturie ™« «* 

der.rurienunda.schiieoend^^rb^tx drP f ' ^ ™ 94 ° C 

Ke«e verger,. AbschJieBend erfoi „o ch eta ,L T ^ ^ * DNA " 
Oie PCR-Produfce wurden m den Ti ££ S^S^ 2£ ^ 



10 



15 



"!0 
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25 



• Hpr am PCR 1 und 2 klonierten hTC- 
Die vollst^ndige Doppelstrangsequennerung derau, PCR ^ 

cDNA-Fragmente sowie ^^.^^^^C^ hTC-cDNA 4 
cDNA-Fragmente zeigte, dafi zusatzlich zu der m Fig. 
Varianten dieser cDN A in humanen Zellen existieren: 

, u „ hTC cDNA zeichnet sich durch eine 182 bp lange Deletion 
Y^^^TC-^AJ Deietion kommt es m dner 

der Nukleotide 2345 bis 2526 « Dure ^ ^ ^ 

Verschiebung tan ORF und es wird em verkurztes 
RT-Motive 4 bis 7 fehlen. 

hTr cDNA weist eine 36 bp lange Deletion der Nukleotide 
der humanen hTC-cDNA wei t e p ^ 

das RT-Motiv 3 fehlt. 

v,rr cDNA stellt eine Kombination der Varianten 1 und 2 
der humanen hTC-cDNA stellt ^ ^ 

dar Sie weist sowohl eine Deletion der bp 2184 bis 2219 



2526 auf. 



n hTCcDNA zeichnet sich durch den Verlust des 
der humane TC.DNA ^ ^ ^ ^ ^ 

Nukleotidbereichs von bp 3219 bis v „ mg 
identisch zu der in Fig. 1 dargestellten m 

in Fi , M daI gcs* ^^^^SJb-* is- fen 

„S3 der in F,g. ^ PositioIl 3 4 51 (Kg. H) auf DNA 

hervorgehoben und sunm. von _P«mon 32 _ ^ ^ 

Ebene zu 98,7% mil einem EST (Accession nr. 



Uterustumor uberein. 



30 
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Beispiel 12 



Zur Gewinnung von Antiseren mit Spezifitat fur die katalytische Untereinheit der hu- 
manen Telomerase wurde die vorhandene Nukleotidsequenz (Fig. 1) in eine 
Aminosauresequenz iibersetzt (Fig. 2). Mit Hilfe eines Programms zur 
Sekundarstrukturvorhersage (PROTEAN, aus dern Softwarepaket DNAStar, 
DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) wurden zwei Peptide ausgewahlt, die mit 
gewisser Wahrscheinlichkeit eine Immunantwort hervorrufen. Es handelt sich urn 
folgende Peptide, die im Einbuchstabencode ftlr Aminosauren dargestellt sind: 



B: C-K-R-V-Q-L-R-E-L-S-E-A-E-V-R-Q - CONH 2 / Pos. 594 - 608 

C: £-Q-E-T-S-P-L-R-D-A-V-V-I-E-Q-S-S-S-L-N-E - CONH 2 / Pos. 781-800 



Die unterstrichenen Cysteine stammen nicht aus der Telomerasesequenz, sondern 
wurden als Linker fur die Kopplung zusatzlich angefugt 



Die Peptide wurden iiber das Thiol-reaktive Kopplungsreagenz m-Maleimido-ben- 
zoyl-N-Hydroxysuccinimidester (MBS) an Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) 
gekoppelt. Damit wurden je zwei Kaninchen im Abstand von 2 bis 4 Wochen 
immunisiert. Vor der Immunisierung wurden 5 ml Blut zur Gewinnung von 
Preimmunseren entnommen. Nach 4 Immunisierungen wurden ebenfalls 5 ml Blut 
zur Gewinnung von Immunseren entnommen. Diese Seren wurden in einem 
Western-Blot Experiment (Ausubel et al, 1987) auf Reaktivitat mit Fusionsproteinen 
(Beispiel 13) getestet. 



Beispiel 13 
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Um ta Protein der Tetaerase-Un.ereinnei, - kdnnen, 

vrarden bakterielle Exptessionvtrsuche durchgefitot. 

Die Konstmte *- siKl ' m FOlgende ° bCSChrieben: 

• v „«™H oMalEST wurde das Insert des to Beispiel 2 erwitaten 

„MAL-C2 wurde mit dem Restrikaonsenzym Pst 1 verdaut und or 
E^genden .nit derT4 DNA MM — (*— - <* ' 1987) ' 

, uui ^inhaltet die Nukleotidsequenz der Fig. 1 von 
Das Expressions— P MaW ^ ober PC R mi. den 

Position >f/! P :^™CTGOA^AAGrr0.3) und C3B (S"- 

SS^S^n^! aus etoer — 
GCACAU.ii clontech, Katalognummer 7441-1) 

K562 'l-^*^,*, der Fa. .nvtaogen Uoniert. Die 

r eel t .rrs-— - - . r — - — - 

nff. New England Biolabs) kloniert. 
Expressionvektors pMAL-C2 (Fa. New tngianu 

Di e Progression unler Verwendung 

r t£Z — : Lyle wurden in einem Wesrem-Bio, Expert 
(Ausubel e/a/.,1987)getestet. 
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Die bakteriellen Lysate aus Beispiel 13 wurden unter zuhilfenahme der Antiseren aus 
Beispiel 12 in einem Western Blot (Ausubel et al, 1987) analysiert. 

Da der Fusionsanteil fur das Maltose bindende Protein etwa 43 kDa grofi ist, werden 
fur die Konstrukte pMalEST und pMalAl Fusionsproteine in der GroBe von etwa 74 
5 kDa bzw 1 06 kDa erwartet. 

Im Vergieich der Pre-Immunseren mit den Seren nach der ersten Immunisierung wird 
ersichtlich, daB spezifische Antikorper gegen die Epitope B und C gebildet wurden 
(Fig. 16). Dariiberhinaus wurden neben den erwarteten 74 kDa, bzw. 106 kDa- 
Proteinen auch kleinere Proteinfragmente beobachtet, die mit den Antiseren 
1 0 reagieren. Diese kleineren Produkte gehen wahrscheinlich auf vorzeitige zuriick. 

Auf dem Fusionsprotein aus der Expression mit pMal EST befindet sich nur das 
Epitop fur Serum B. Im Gegensatz dazu befinden sich auf dem Fusionsprotein von 
pMalAl die Epitope der Seren B und C. Aus diesem Grunde erkennt das Antiserum 
C nicht das Expressionsprodukt von pMalEST und lediglich die groBeren 
15 Proteinfragmente aus den Expressionversuchen mit pMalAl. Diese Beobachtung 
unterstreicht die hohe Spezifitat der generierten Antiseren. 

Beispiel 15 

Um das Protein der katalytischen Telomerase-Untereinheit analysieren zu konnen, 
20 sollen die Proteinkomponente zusammen mit der RNA-Komponente in vitro 
rekonstituiert werden. 

Die Konstrukte flir diese Experimente sind im folgenden beschrieben: 

Die 504 nt lange RNA Komponente (Feng et aL 9 1995) wurde mit den Primern 
HTR9BAM (5*- 

25 CGCGGATCCTAATACGACTCACTATAGGGTTGCGGAGGGTGGGCCTG-3') 
und HTR2BAM (5'-CGCGGATCCCGGCGAGGGGTGACGGATGC-3) aus einer 
293 Zell-cDNA-Bibliothek amplifiziert. Der Primer HTR9BAM beinhaltet von 
Nukleotid 1 0 bis 29 einen T7 Promotor. In der PCR wurden in einem Endvolumen 
von 100 jal 3 jal cDNA aus 293-Zellen mit 10 pmol dNTP-Mix versetzt und in 1 x 

30 PCR-Reaktionspuffer mit 0,5 \xl Taq-Polymerase (Fa. Gibco) eine PCR-Reaktion 
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**** * 10 p- «• «- HMBAM HmBAM "T 

SSI. to s «*- — ■ ge Draamtien : g bw 

Die PCR wurae in j ™id,st fllr one M mule 

■-v « prR-Zvklen an, ui denen die DNA zunacnsi iut a 
94°C schlossen sich 35 PCR ZyKlen . 

W 94°C denaturien worde «nd anschI.eBend fur 2 nun be, 0 
a^ager. und DNA ^ ^ ^ ^ 

Kettenverlangening be 72 C. Die «n ^ ^ ^ ^ 

tos0 M«>nsverdau nut Bam HI in die ^.p^on, stem. 

Uontat, so daD die RNA Komponente umer Kontrolle 
Dieses Konsm*. wud im fclgende. ais HTR504 bezeichne.. 

Das 3<U bp ,ange cDNA Piagmen, — 2 

Klonierung sind in Beispiei a u"" , 

, i- x,, T7 Promoter 5 vor der hTL cum a. 
FL bezeichneten Konstrukt hegt der T7 Promoter 

, • v. T.l 0 merase-ProteinkomponenteerfolgtenachZugabe 

K^***^*^*^ P kommerzi eU erhaltlichen 
a~ hTC FL-Konstruktes in einem 

des . u a** Herstellers (Fa. Promega; 

Transkriptions/Translation-System nach Angaben des Herstellers < 

T 4610) Die erfolgreiche in vitro Translation des erwarteten 127 
Katalognummer L4610). Die enoig 

, .„ . 35 Q marinertem Cystem in einer SUb-f Aun iau* 
kDa Produktes wurde mittels S-marKienem y 

et al, 1987) kontrolliert (Fig. 17). 

Die Synthese der Telomerase-RNA-Komponente erfolgte mit einem Transknptions- 

, des Herstellers (F, Ambion; Katalognummer 1344) oder nach 
System nach Angaben des Herstellers yr* 

der von Pokrovskaya und Gurevich (1994) beschriebenen Methode. 
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* , n „, j es 0 ben beschriebenen Translations- 
Fur die in vitro Restitution wurden 50 ul des oben 

•t dem hTC FL-Konstrukt mit 0,5 ug hTRNA versetzt und 10 min be. 
Ansatzes mit dem hie ft ivuik> A^ivitat mit 

370C inkubiert 2 ul dieser Mischung wurden auf ihre enzymatische Akti mi 
37 C inkubiert. u Als p 0 sitivkontrolle 

Hilfe des TRAP-Assays untersucht (N.W. Kim et a/., 

oleicher Methode von aus HeLa-Zelien 
diente eine Aktivitatsmessung nach gleicher m 

, 1 <xwn Wie in Fig 1 8 zu sehen, erzeugen sowohl 
gereinigter Telomerase (Shay et al, 1994). Wie in rig. 
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das rekonstituierte Enzym als auch das native Enzym das gleiche Produktmuster, die 
fur die Telomerase charakteristische Nukleotidleiter. Mit diesem Ergebnis wurde 
dariiberhinaus belegt, daB eine einzige Proteinkomponente zusammen mit der RNA 
fur die enzymatische Telomeraseaktivitat ausreichend ist. 

Zusatzlich zu dem beschriebenen TRAP-Assay wurden 5 ^1 der 
Rekonstitutionsmischung im direkten Telomerase- Assay (Shay et al, 1994) auf ihre 
Aktivitat gepriift. Auch in diesem Experiment belegt die charakteristische 
Nukleotidleiter die erfolgreiche Rekonstitution von rekombinantem hTC Protein und 
Telomerase-RNA-Komponente. 

Zusammenfassend konnte hiermit auf funktioneller Ebene gezeigt werden, daB die 
identifizierte und vollstandig klonierte hTC cDNA die katalytische Untereinheit der 
humanen Telomerase darstellt. 
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Entfflitflr is P rach£ 

; -Untereinheit, ihre funktionellen Aqui- 



1. 



Katalytisch aktive humane Telomerase- 
valente, ihre Varianten und ihre katalytisch aktiven Fragmente. 



10 



-R Ansoruch 1 enthaltend die Aminosauresequenz gemaB 

2. Telomerase gemaB Ansprucn i, « 

Abb. 2 Oder deren funktionelle Aquivalente. 

n mdierend fur Verbindungen gemaB den Anspriichen 

3. Nucleinsauresequenzen codierena rur 

1 und 2 und toe funktionellen Aquivalente. 

-n An^nmch 3 enthaltend die DNA-Sequenz aus 

4 . Nucleinsauresequenzen gemaB Ansprucn 3, enxn 

Abb. 1 Oder ihre funktionellen Aquivalente. 



15 5. 



6. 



20 



Musense Nuclei Wend an die DNA ge- Anspruch 3 ode, 4. 

gegebenerfaBs markiert mi. einem oder mehreren Marten. 

7 . Verwendung von N-«— *" 

Herstellung von Telomerase. 



8. Verwendung von 



AntikSrpern gemaB Anspruch 6 zur Diagnose. 



Anwruch 6 zur Herstellung von 
25 9 . Verwendung von Antikorpern gemaB Anspruch 



Arzneimitteln. 



,0. Veto enthaltend die DNA gemaB Anspruch 3 und 4. 
30 „ Miboo^anistnenen^unddenVetogen^Anspruch.O. 
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12. Screening Assay zur Auffindung von Modulatoren der humanen Telomerase 
enthaltend die Telomerase gemaB den Anspriichen 1 und 2. 

13. Verfahren zur Herstellung der Telomerase gemaB den Anspriichen 1 und 2, 
5 dadurch gekennzeichnet, daB man den Mikroorganismus gemaB Anspruch 1 1 

kultiviert und die Telomerase isoliert. 
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t ^ frffpM iti S ch? v^rw^ndune 



Z u s a m m e n f a s s u n g 



queoz , die <* die I— ta^sche 1*--—- «*~ ^ 
L a. EHtadung Mefcoden, die eine p,— tisch e, £ 
^utische Venvendung vo„ diese-n GentfroKta — , « *. - der 
handlung von Krebs und Aliening. 



Fig. 1 



«l ^^ TTCC TGCACTGGC T GATGAGTGTG TACGTCGTCG AGCTGCTCAG 
_ " GTCTTTCTTT TATGTCACGG AGACCACGTT TCAAAAGAAC AgSSctS^ 

III r^ff* GMTO ^ agcaagwgc aaagcattgS a^SScS 
151 cacttgaaga gggtgcagct gcgggacgtg tcggaagcag motoSS? 

251 GCCAGGCCCG CCCTGCTGAC GTCCAGACTC cS^£ 

™, C ^ GCCTGA CGGGCTGCGG CCGATTGTGA ACATGGACTA CGTCGTOOra 
301 GCCAGAACGT TCCGCAGAGA AAAGAGGGCC GAGCGTCTCA SSSSSi 
351 GAAGGCACTG TTCAGCGTGC TCAACTACGA GCGGGCGcf 389 



Abb. 1 



1 AKFLHWLMSV YWELLRSFF YVTETTFQKN RLFFYRKSVW SKLM TPT D n 

552Sr 2™=? 



101 ARTFRREKRA ERLTSRVKAL FSVLNYERA 129 
Abb. 2 
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